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Arzneimittel enthaltend die Untereinheit p40 von 
lnterleukin-12 



Die vorliegende Erf indung .betrif f t ein Arzneimittel enthaltend 
die Untereinjieit p40 von lnterleukin-12 . Dieses Arzneimittel 
ist besonders geeignet zur Behahdlung/von Krankheiten, die mit 
einer Fehlregulation des Immunsystems einhergehen . 

Imrounreaktionen konnen durch unterschiedliche T-Zell Popula- 
tionen unterstutzt werden. Je nach Typ der Immunreaktion 
* leisten dann bevorzugt T-Helf er Zellen des Typ 1 (TH1) oder 
T-Helfer Zellen des Typ 2 (TH2) Hilfe fur eine Immunreaktion. 
THl-Zellen unterscheiden sich von TH2-Zellen, sdweit bisher 
bekannt, insbesondere durch die Produktion unterschiedlicher 
Cytokine . 

Bereits 1989 konnten Dunn et al. (J. Immunol. 142:3847 ff, • 
1989) zeigen, dafi TH-1 Klone gamma-IFN produzieren, vorausge- 
setzt, sie wurden in Anwesenheit akzessorischer Zellen und 
IL-2 kultiviert. Aufierdem konnten Germann et.al. (Eur. J. 
Immunol* , 8:1857-1862, 1991) zeigen, dafl fur die gamma-IFN- 
Synthese durch TH1 Zellen ein loslicher Mediator bendtigt 
wird. Aus vergleichenden Untersuchungen ging hervor, daB der 
von Germann et al. als TSF bezeichnete Mediator identisch mit 
murinem IL-12 ist. Kurzlich konnte dann von Mengel et al. 
(Eur. J. Immunol. 22:3173-3178, 1992) im Uberstand der ak- 
tivierten murinen B-Zell Lymphoroalinie A-20 ebenfalls ein 
loslicher Faktor beschrieben werden, der die gamma-IFN Pro- 
duktion bei T-Zellen stimuliert. Der im A-20 Uberstand von 



Mengel beschriebene losliche Mediator wird funktionell mit 
einem sogenannten "Human Natural Killer Cell Stimulatory 
Faktor (NKFS) W (Wolf, S.F. et al., J. Immunol., 156:3074, 
1991) verglichen und als murines Analog zum humanen IL-12 
postuliert. Sowohl von IL-12 als auch von NKSF, die potentiell 
identisch sind, ist bekannt, daB sie die gamma-IFN Synthese 
stimulieren. Selbstverstandlich ist die Funktion von IL-12 
(entsprechend NKSF) nicht auf die Stimulation der gamma-IFN 
•Produktion beschrankt. Unter anderem beeinfluflt IL-12 (ent- 
sprechend NKSF) auch die Funktion von naturlichen Killer-Zel- 
len (sogenannten NK- Oder LGL-Zellen) , die IgE-Produktion und 
steigert die IL-12 induzierte Proliferation ruhender peri- 
pherer mononuclearer Zellen. 

Von IL-12 ist auBerdem bekannt, daB es aus zwei verschiedenen 
Untereinheiten besteht, die als p35 und p40 bezeichnet verden 
(Podlaski, F. J. et al. (1991) Arch. Biochem. Biophys. Vol. 
294, No. 1, pp. 230-237). Eine nahezu identische Struktur 
wurde auch fur murines IL-12 gefunden (Schoerihaut D. S. et al. 
(1992) J. Immunol. Vol. 148, No. 11, pp. 3433-3440). Fur die 
p40 Untereinheit von IL-12 wurde gezeigt, daB sie alleine zwar 
keine IL-12-spezifische Bioaktivitat besitzt, daB sie aber fur 
die Bioaktivitat des kompletten IL-12-Molekuls von wesent- 
licher Bedeutung ist. Es wurde spekuliert, daB die p40-Un- 
tereinheit direkt mit dem zellularen IL-12-Rezeptor inter- 
agiert. 

Die Fehlregulation der Produktion und der Wirkung von Cy- 
tokinen ist gemaB einer ganzen Reihe von Publikationen an der 
Entstehung akuter und chronischer Erkrankungen des Immun- 
systems mit ihren Folgeerscheinungen ursachlich beteiligt. Ein 
therapeutischer Ansatz iconnte daher in der BeeinfluBung 
cytokinvermittelter Aktivitaten liegen. 



Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zu Grunde, 
ein Arzneimittel zur Verfugung zu stellen, das sich vorteil- 
haft zur Behandlung pathologischer Zustande einsetzen lafit, 
die nit einer Dysregulation IL-12-veraittelter Aktivitaten 
einhergehen. 

Cberraschenderweise wurde hun gefunden, dafi sich die p40- 
Uriteteinhisit des IL-12 zur Inhibition IL-12-vernitteltej? 
Aktiyiti&en einsetzen laBt*. Danit ist es nun noglich, durch 
ein Eingreifen in die genannten'Regulatiqnsnechanismen eine 
therapeutische Wirkung zu erzielen. 

Die vorliegende Erfindung betrif ft sonit ein Arzneinittel 
enthaltend eine naturliche oder rekombinante , noglicherweise 
nodifizierte Untereinheit p40 yon 11-12 aus Saugern. Modifi- 
zierte Untereinheiten p40 in Sinne der Erfindung sind wirksane 
Teile oder Varianten von p40, wobei Wirksamkeit beispielsweise 
in Tiermodell (Maus) oder in vitro, entsprechend den in den 
Beispielen angegebenen Verfahren nachgewiesen werden kann. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsforn der Erfindung betrif ft ein 
Arzneinittel enthaltend eine Untereinheit p40 hunanen Ur- 
sprungs. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrif ft ein Dlagnostikun 
enthaltend eine naturliche oder rekombinante Untereinheit p40 
von 11-12 aus Saugern, bevorzugt aus Geweben oder 2 ell en 
hunanen Ursprungs. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung 
der na^g^l^ rekombinanten., moglicherweise nodifi- 

z±e?^^.v^t'ttei!ihfiit p4Q yon 11-12 aus Saugera, bevorzugt* 
nenschlichen Ursprungs zjxxn Herstel lung eines Arzneimittel s zu© 
E^aijdlxmg^patholpgischeir Ztistande , #die mit einer 
Dysregulation Il-12-v rnittelter Aktivitaten einh rgehen, wie 
z. B. rhet?i^pid£ Autoiiranunerkrankungen, wie 



Sy;stCTiischer Lupus erythematodes, Weg ri rs Syndrom oder 
rhdumatiische Arthritis, bakterielle oder virale InfeJction n 
und bestimmte solide Tuiaoren oder Leukamien. 

Ein weiterer Aspekt der Erf indung betrif ft die Verwendung der 
naturlichen oder rekombinanten, moglicherweise modifizierten 
Il-12-Untereinheit p40 aus Saugern in einem Verfahren zum 
Nachweis von 11-12 in Korperf lussigkeiten, z. vom Menschen. 
Dieses Verfahren beruht auf einer spezifischen Inhibition der 
Il-12-Aktivitat durch p40 und kann z. B. analog zu den Bei- 
spielen 1 bzw. 2 erfolgen, indem das eingesetzte 11-12 aus der 
zu analysierenden Probe starunt und p40 in einer definierten 
Menge zugesetzt wird. 

Bevorzugt sind alle diejenigen der genannten Verfahren, die 
naturliches oder rekombinantes p40 humanen Ursprungs verwen- 
den. 

Ein weiterer Aspekt der Erf indung betrif ft ein Diagnqstikum 
enthaltend 11-12 zum Nachweis der Il-12-Unter£inheit p40. Die, 
Anwendung dieses diagnostischen Mittels kann z. B. analog zu 
den Beispielen 1 bzw. 2 erfolgen, indem die eingesetzte 
p40-Inhibitoraktivitat aus der zu analysierenden Probe stammt 
und 11-12 in einer definierten Menge zugesetzt wird. 

Die Erf indung wird aufierdem durch die Beispiele und die 
Anspruche erlautert. 

Gewinnung von IL-12 und p40: 

Zur Gewinnung von rekombinantem murinen IL-12 bzw. der p40 
Untereinheit von mIL-12 wurde uber Standardverfahren 
(Sambrook, J. Fritsch, E. , Maniatis, T. , (1989) Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, N.Y.) aus klonierten TH2-Zellen 
mRNA isoliert und dies in doppelstrangige cDNA uberfuhrt. 



Unter Verwendung der in Schoenhaut et al. (Schoenhaut, D. # 
Chua, A.O., Wolitzky, A.G. , Quinn,.P.M. , Dwyer, CM. , McComas, 
W., Familletti, P.C. Gately, M.K., Gubler, U. (1992). J. 
Immunol. 148 , 3433) beschriebenen Primer und unter den vorge- " 
gebenen experimentellen Bedingungen vurde eine PCR durchge- 
fuhrt, bei der ein etwa 800 Basenpaar-Fragment generiert 
werden konnte. 

Das PCR- Fragment wurde nach Standardverfahren sequenziert 
(Sambrock J. Fritsch, E., Maniatis, T., (1989) Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). Als Ergebnis wurde gefunden, 
dafi die experimentel ermittelte cDNA-Sequenz identisch mit der 
publizierten Seguenz der murinen p40-Untereinheit ist. In 
analoger Weise wurde das PCR- Fragment fur die p35-Untereinheit 
isoliert und sequenziert. Zur Bestatigung, dafi die nachfolgend 
beschriebenen biologischen Aktivitaten tatsachlich von IL-12 
bzw. von der p40-Untereinheit resultieren, wurden die PCR- 
Fragmente einzeln bzw. kombiniert in den Vektor pABstop .. 
einkloniert und uber ein Standardverfahren in BHK-21 Zellen 
stabil exprimiert (ZettlmeiBl G, Wirth, M. , Hauser, G. , 
Kupper, H.A. (1988) Behring Inst. Mittei5,ungen 82, 26). 

Aus Kulturuberstanden von transfizierten BHK-21 Zellen konnte 
sowohl biologisch aktives mIL-12 bzw, eine biologisch aktive 
p40-Untereinheit von mIL-12 isoliert werden. 

Als Quelle fur ein naturliches IL-12 dienten Uberstande der 
murinen B-Zell-Lymphomalinie A-20 (American Type Culture 
Collection, ATCC TIB208) , die entsprechend der von Mengel et 
al. (s.o.) beschriebenen Methode aktiviert , wurde. Der im A-20 
Uberstand von Mengel beschriebene losliche Mediator wird 
funktionell mit NKSF verglichen und gilt als murines Analog 
zum humanen IL-12. Eine weitere Quelle fur naturliches IL-12 
st el It en T-Zell Klone des TH2-Typs dar, die entsprechend der 
von Germann et al. (s.o.) beschriebenen Method hergest lit 
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und alctiviert wurden. Vergleichende Untersuchungen zeigten, 
daB das von Germann et al. beschriebene TSF identisch mit 
mIL-12 ist. 

Als naturliche Quelle fur die p40-UntereinKeit des murinen 
IL-12 konnte ein Hybridom isoliert werden, das die 
p40-Untereinheit des murinen IL-12 sezerniert. Zur Herstellung 
dieses Hybridoms wurden weibliche Ratten (Stamm Lewis , Zen- 
tralinstitut fur Versuchstierkunde, Hannover) mit 1-lOxiO 6 
murinen T-Zellen, die in Anwesenheit von syngenen Monozyten 
(Ixl0 5 /*1) und rekombinantem murinem GM-CSF (50 ng/ml) kulti- 
viert worden waren, zusammen mit CFA (Complete Freund's 
adjuvants) subkutan injiziert. Zwei weitere Immunisierungen 
erfolgten im Abstand von jeweils 2 Wochen, wobei gleiche 
Zellmengen intraperitoneal injiziert wurden. 3 Tage nach der 
letzten Injektion wurden die Tiere getotet und die Milzzellen 
nach dem allseits bekannten Standardverfahren von Kohler und 
Milstein (Nature 256, p. 495ff; 1975) mit den Zellen der 
murinen Myeloma-Zellinie SP2/F0 fusioniert. Die Selektion der 
auswachsenden Hybridoma erfolgte nach Standardverfahren. 
Untersuchungen, die analog zu dem in Beispiel 1 dargestellten 
Experiment durchgefuhrt wurden, zeigten, daB uberstande eines 
der isolierten Hybridome eine inhibitorische Aktivitat auf die 
gamma-interferon Freisetzung besitzt. Aus dem Kulturuberstand 
dieses Hybridoms wurde in Anlehnung an das publizierte Ver- 
fqhren von KQbayashi et al. ein sezerniertes Protein gereinigt 
(Kobayashi, M. ; Fritz, L. , Ryan, M. , Hewick, R.M. , Clar, S.C., 
Chan, S., Loudon, R. , Sherman, F. , Perussia, B., Trinchieri, 
G. (1989) J • Exp. Med. 170, 827). Nach Reinigung uber reverse 
phase HPLC wurde die isoliere Proteinfraktion in einer SDS- 
Page aufgetrennt, es wurde eine dominante Proteinbande im 
Bereich von etwa 40-45 kDdal gefunden. Sequenzvergleiche 
bestatigten, daB das hier isolierte Protein identisch mit der 
p40 Untereinheit des murinen IL-12 ist. 
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Das Arzneimittel wird schlieBlich nach dera Fachinanri an slch 
bekamvtem Verfahren hergestellt. Die Il-12-Untereinheit p40 
(= der Wirkstoff ) wird entweder als solche oder in Kombination 
mit geeigneten phannazeutischen Zusatz- oder Hilfsstoffen 
sowie physiologisch annehmbaren Losungsmitteln in einer 
wirksamen Konzentration eingesetzt. 
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Beispiel l: 

Inhibition der IL-12 induzierten gamma-IFN Freisetzung durch 
p40/IL-12 

Zur Induktion der gamma-IFN Freisetzung wurden 5xl0 6 Milzzel- 

len von BALB/c-Mausen fur 48 Std. in Anwesenheit bzw. Abwe- 

senheit von rekoiabinantem oder naturlichem mIL-12 und IL-2 in 

den jeweils angegebenen Konzentrationen kultiviert. Nach 48 

Std. Kultur wurde der uberstand der Milzzellen geerntet und 

diese zellfrei zentrifugiert. Der gamma-IFN-Gehalt des uber- 

stands wurde in kommerziell erhaltlichen ELISA-Systemen (z»B.* 
TM 

Intertest -gamma, Mouse IFN-gamma ELISA-kit, Genzyme) be- 
st immt. Die Quantifizierung von gamma-IFN aus dem Kulturuber- 
stand aktivierter Milzzellen erfolgte im Vergleich zu 
rekombinantem murinen gamma-IFN (Genzyme) • .Ein typisches 
Experiment ist in der Abbildung dargestellt. Wie die Daten 
zeigen, fuhrte die Kultivierung von murinen Milzzellen mit 
IL-12 dosisabhangig zu einer gamma-Interf eron-Freisetzung von 
> 5 ng/ml. Wurden jedoch die Milzzellen bei Kulturbeginn mit 
rekombinantem murinen p40/IL-12 oder mit Hybridoma-uberstand, 
der die naturliche p40 Untereinheit von mIL-12 enthielt 
vorinkubiert, und anschlieBend mit mIL-12 stimuliert, so wurde 
die IL-12 abhangige gamma-IFN Synthese urn mindestens 50 % 
inhibiert. Dieses hier vorgestellte Beispiel zeigt, daB sowohl 
rekombinantes p40/IL-12 "als auch Hybridoma-uberstand, der die 
naturliche p40 Untereinheit von mIL-12 enthalt, in der Lage 
ist, die IL-12 induzierte gamma-INF Synthese zu inhibieren. 



Beispiej 2: 



Inhibition der IL-12 induzierten NK-Zellaktivitat durch J 
P40/IL-12" 

Milzzellen von C57BL6 Mausen wurden in einer Zelldichte von 

5-lOxlO 6 Zellen/ml in 24 -Loch Costar-Platten fur 18 Std. bei 

37 # C in serumfreiem Iscove's Medium kultiviert. Die 

Kultivierung der Milzzellen erfolgte in unterschiedlichen 

Konzentrationen von rekombinantem oder naturlichem murinen 

IL-12. Nach 18 Std. wurden die Zellen* geemtet, die Zellzahl 

der lebenden Zellen' durch Trypan-blau Farbung bestiiunt und die 

51 

zytolytische Aktivitat in einem 5-stundigen Cr- 
Fre i set zungs test bestimmt. Als Zielzellen dienten YAC-1 Zellen 
(ATCC TIB160) . Die 51 Cr-Markierung der Zielzellen und die ' 
Testdurchfuhrung erfolgte nach Standardmethoden (z. B. 
Schoenhaut D.S. et al. (1992) J. Immunol. Vol. 148, No. 11, 
pp. 3433-3440). Die Verhaltnisse von Effektor- zu Zielzellen 
betrugen typischerweise 100:1, 50:1/ 25:1, 12.5:1. Die %-spe- 
zifische Zytolyse wurde kalkuliert als (%-Lyse der Experimen- 
talgruppe - % Spontanlyse) : (% Maximally se - % Spontanlyse) 
x 100. Durch Vorinkubation von C57BL/6-Milzzellen mit IIr-12 
konnte die spezifische Zytolyse gegenuber Ausgangskontrolle 
(Ratio 50:1) um mindestens das 5 f ache gesteigert werden. 
Wurden unter gleichen Kulturbedingungen die Milzzellen jedoch 
zusatzlich mit rekombinantem oder naturlichem murinen 
p40/IL-12 vorinkubiert, so wurde die II>12 abhangige Zytolyse 
viederum um mindestens 50% inhibiert. 
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Arzneimittel enthaltend eine naturliche oder rekombinante 
moglicherweise modifizierte Untereinheit p40 von 11-12 aus 
Saug rn* 

Arzneimittel nach Anspruch 1, enthaltend p40 humanen Ur- 
sprungs. 

Diagno.stikum enthaltend eine naturliche oder rekombinante , 
moglicherweise modifizierte Untereinheit p40 von 11-12 aus 
Saugern. 

Diagnosticum nach Anspruch 3, enthaltend p40 humanen Ur- 
sprungs . 

Verwendung der natur lichen oder rekombinanten, moglicher- 
weise modifizierten Untereinheit p40 von 11-12 aus Saugern 
zur Her st el lung eines Arzneimittels zur Behandlung patho- 
logischer Zustande, die mit einer Dysregulation Il-12-ver- 
mittelter Aktivitaten einhergehen. 

Verfahr n nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da& p40 
humanen Ursprungs verwendet wird. 

Verwendung der naturlichen oder rekombinanten, moglicher- 
weise modifizierten Il-12-Untereinheit p40 aus Saugern in 
einem Verfahren zum Nachweis von 11-12 in menschlichen 
Korperf lussigkeiten . 

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi p40 
humanen Ursprungs verwendet wird. 



